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t. ”Ocena mozliwos$ci wykorzystania olejkow eterycznych do redukcji mikrobioty w
p y y

wybranych produktach wytworzonych z migsa mielonego”

wykonanej w Katedrze Higieny Zywnoéci Zwierzecego Pochodzenia Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab.
Krzysztofa Szkucika oraz promotora pomocniczego dr Moniki Ziomek.

Podstawe prawng wykonani recenzji rozprawy doktorskiej stanowi Uchwata Rady
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 30 czerwca 2022 r.

Przede wszystkim, pragne podkresli¢ aktualno$¢ tematyki przeprowadzonych przez
Doktoranta badan. Zaréwno wsrod srodowisk naukowych, czy tez zwigzanych z przemystem
spozywczym, jak i w§rdd konsumentoOw wzrasta zainteresowanie substancjami pochodzenia
roslinnego, ktore mogltyby zastapi¢ konserwanty syntetyczne. Doktorant akcentuje rowniez

mozliwo$¢ wytworzenie efektu synergii poprzez jednoczesne zastosowanie olejkow



eterycznych oraz substancji, technologii konserwujacych oraz nowoczesnych metod
pakowania. Jednoznacznie wykazano, ze olejki eteryczne (aromatyczna mieszanina lotnych
zwigzkow lipofilnych — zwigzki fenolowe i terpenowe, alkohole alifatyczne, aldehydy,
ketony, kwasy i izoflawonoidy) oddziatuja przeciwwirusowo, przeciwbakteryjnie,
przeciwgrzybiczo, przeciwpasozytniczo, a takze majg wlasciwosci przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe, przeciwutleniajace. Tym niemniej, efektywno$¢ ich dziatania zalezy
od wdrozenia odpowiednich procedur. W tym kontekscie Doktorant zwrocit uwage na kilka
uwarunkowan, ktore moga ogranicza¢ oddzialywanie olejkéw eterycznych jako
konserwantow w produktach migsnych. Najwazniejsze uwarunkowanie to wysoki poziom
thuszczu 1 biatka powodujacy, ze olejki rozpuszczaja si¢ w fazie lipidowej 1 w konsekwencji
majg mniejszy wptyw na bakterie obecne w fazie wodnej produktu. Zmniejszanie si¢
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych jest rOwniez nastepstwem wigzania przez thuszcz i
biatka lotnych sktadnikéw olejkdw eterycznych. Pomimo powyzszych uwarunkowan, wielu
autoréw wykazato dziatanie przeciwdrobnoustrojowe olejkéw eterycznych w migsie i
produktach migsnych, a takze w odniesieniu do mleka i ryb. Tytut pracy doktorskiej zostat
sformulowany prawidlowo, tak jak bedacy jego odzwierciedleniem gtowny cel — ocena
mozliwosci wykorzystania olejkow eterycznych do redukcji mikrobioty w produktach
wytworzonych z migsa mielonego i poddanych obrobcee termicznej. Cel gtowny byt mozliwy
do osiagnigcia dzigki realizacji celow szczegdtowych — okreslenie warto$ci minimalnych
stezen hamujacych MIC (Minimal Inhibitory Concentration) olejkow eterycznych w stosunku
do wybranych bakterii oraz ocena wptywu dodatku wybranych olejkéw eterycznych na cechy
sensoryczne oraz poziom zanieczyszczenia mikrobiologicznego gotowanych kul migsnych. W
obszernym wstepie i omowieniu wynikow badan znajdujemy odpowiednie odniesienia do
literatury §wiatowej 1 polskiej, obejmujacej powyzsza tematyke. Struktura pracy jest

uporzadkowana i przejrzysta. Nalezy zwroci¢ uwage na bardzo staranne opracowanie tekstu.



Doktorant przyjat prawidtowg koncepcje schematu i metodyki badan. Schemat badan

obejmowat dwie fazy.

W pierwszej fazie badan okreslono minimalne stezenia hamujace dla dziesigciu
olejkow eterycznych z bazylii, czarnuszki, czabru, gozdzika, majeranku, miety kedzierzawej,
miety pieprzowej, rozmarynu, szatwii oraz tymianku. Do oznaczenia minimalnych stezen
hamujacych (MIC) Doktorant zastosowat metod¢ seryjnych dwukrotnych rozcienczen w
bulionie Mueller Hinton II Broth, w ktorej jako indykatora wzrostu bakterii Gram +
(Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria
monocytogenes ATCC 15313, Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 33591,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) i Gram — (Citrobacter freundii, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis ATCC 13076, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ATCC 13311, Yersinia enterocolitica) wykorzystano 0,01% roztwor resazuryny -
redukowanej w obecnos$ci zywych bakterii, czego wskaznikiem jest zmiana barwy z
niebieskiej na r6zowa. Jako wartos¢ MIC przyjeto najnizsze stezenie olejku eterycznego,

zapobiegajace zmianie barwy.

W drugiej fazie badan uzyto 5 olejkow eterycznych, ktore w pierwszej fazie badan
wykazaty wysoka skuteczno$¢ w hamowaniu wzrostu bakterii. Byty to olejki eteryczne z
bazylii, czarnuszki, czabru, majeranku oraz tymianku, ktére dodawano do mielonej szynki
wieprzowej oraz mielonego fileta z kurczaka. Nast¢pnie przygotowano 3 rodzaje kul
miesnych, w ktorych koncentracja olejkow eterycznych wynosita 0,01mg/g, 0,5mg/gi 1
mg/g. Probe kontrolng stanowity kule migesne bez dodatku olejkow. Materiat ten stuzyt do
przeprowadzenia badan organoleptycznych (badanie cech sensorycznych przez 6-osobowy
zespol, zgodnie z Polskimi Normami — okre$lono intensywno$¢ i1 pozadalno$¢ wrazen

zapachowych oraz smakowych) i mikrobiologicznych (okreslenie wptywu olejkow



eterycznych na wzrost mikrobioty poprzez oznaczenie ogdlnej liczby drobnoustrojow oraz

liczby drobnoustrojow psychotrofowych) .

Wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw wzmacnia bardzo doktadna analiza statystyczna
przy uzyciu programu Statistica 13.1 (StatSoft, Inc) oraz arkusza kalkulacyjnego Excel (MS
Office, Microsoft USA). Wplyw czynnikéw zmiennosci na oznaczone parametry okreslono w
oparciu o jednoczynnikowg analiz¢ wariancji na poziomie istotnosci 5%. Ustalajac
statystycznie istotne roznice pomiedzy porownywanymi grupami zastosowano test post-hoc
wielokrotnych podziatéw ufnosci T Tukeya dla p <0,05. Do obliczen wykorzystano pakiet

Statistica 10 firmy StatSoft.

Doktorant wykazal, ze olejki eteryczne hamujg wzrost drobnoustrojow, W stopniu
uzaleznionym od rodzaju i koncentracji okreslonego olejku oraz wrazliwosci poszczegolnych
bakterii. Najmniej wrazliwa bakteria na dzialanie hamujace to Enterococcus faecalis, a
najbardziej wrazliwa to Klebsiella pneumoniae. Wyniki badan organoleptycznych (zapach i
smak kul migsnych) wskazuja na istotne ograniczenia w stosowaniu olejkow eterycznych,
zwigzane z niekorzystnym wptywem na cechy sensoryczne produktéw migsnych. Najbardziej
pozadany zapach 1 smak stwierdzono zaréwno w kulach wieprzowych, jaki drobiowych z
dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki. Najmniej pozadany smak i zapach w obu rodzajach
kul migsnych stwierdzono po dodaniu olejku eterycznego z czabru. Smak i1 zapach migsa
wieprzowego z dodatkiem olejkow eterycznych byty bardziej pozadane w porownaniu do migsa

drobiowego.

Dokonujg oceny wplywu koncentracji olejkéw eterycznych na liczbe drobnoustrojow w
badanych kulach migsnych nie stwierdzono istotnych rdznic w ogolnej liczbie drobnoustrojow
oraz liczbie drobnoustrojow psychrotrofowych w dniu ich wytworzenia oraz po 3 dniach

chtodniczego przechowywania. Dopiero po 6 dniach chtodniczego przechowywania w kulach



z migsa drobiowego wykazano istotny wpltyw st¢zenia olejkow eterycznych, ale tylko na
poziom ogolnego bakteryjnego zanieczyszczenia - wykazano istotny wplyw olejku z bazylii,
czabru, majeranku i tymianku. Natomiast oceniajagc wptyw koncentracji olejkéw na ogdlng
liczbe¢ drobnoustrojow w kulach z migsa wieprzowego w 6 dniu ich chtodniczego
przechowywania, istotne roznice stwierdzono tylko w kulach z dodatkiem olejku z czabru (1
mg/g). Nie stwierdzono istotnego wptywu st¢zenia badanych olejkéw eterycznych na liczbe
drobnoustrojéow psychrotrofowych w wieprzowych kulach migsnych, a w przypadku
produktéw wytworzonych z migsa drobiowego tylko stezenie olejku eterycznego z czgbru
miato znaczacy wplyw na liczbe bakterii psychrotrofowych w 6. dniu chtodniczego

przechowywania.

Doktorant po przeprowadzeniu analizy wynikéw badan wyciagnat 5 wnioskow. Wszystkie
sg w pelni uzasadnione, moglyby jednak by¢ przedstawione w sposéb mniej rozdrobniony.
Proponuje ograniczenie do 3 wnioskéw zawierajacych w sobie tre$¢ dotychczasowych 5

wnioskow. Jest to wiec jedynie propozycja redakcyjna. Proponuje:

1. Olejki eteryczne hamujg wzrost drobnoustrojow obecnych w miegsie drobiowym i
wieprzowym, jednakze ich oddzialywanie uzaleznione jest od rodzaju olejku
I zastosowanego stezenia. Najbardziej skuteczny w hamowaniu jest olejek eteryczny z
czabru.

2. Mozliwos¢ zastosowania olejkow eterycznych W zywnosci pochodzenia zwierzecego
wymaga odpowiedniego Stezenia, ktore zapewnia dziatanie hamujace wzrost
drobnoustrojow, a jednocze$nie jest akceptowane sensorycznie. Najkorzystniejsze
cechy sensoryczne wykazywaty wyroby miesne z dodatkiem czarnuszki.

3. Rodzaj migsa i zwigzane z nim cechy sensoryczne wptywaja na poziom akceptacji

dodatku olejku eterycznego.



Omawiajg wyniki badan, Doktorant stusznie podkresla, ze skuteczne hamowanie wzrostu
drobnoustrojow w zywnos$ci jest mozliwe przy stosowaniu wysokich stezen olejkow
eterycznych, bedacych przyczyng niepozadanych cech organoleptycznych. Potencjalnie olejki
eteryczne moglyby by¢ wykorzystane w formie nanokapsulek lub jako sktadnik opakowan

bezposrednich zywnos$ci. Uwazam, ze dalsze badania tak wiasnie powinny by¢ ukierunkowane.

Uzyskane przez doktoranta wyniki stanowig oryginalny i istotny wktad do krajowego i
migdzynarodowego pismiennictwa w zakresie mozliwo$ci wykorzystania olejkow eterycznych

do redukcji mikrobioty w produktach z migsa mielonego.

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze¢ teoretyczna Doktoranta, a
takze Jego umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Praca ma charakter
innowacyjny. Tym samym praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim — Ustawa
z dnia 14.03. 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65 poz. 595 z pdzn. Zm.) w zw. Z art. 179 ust. 3 ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce

(Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669).

Z uwagi na innowacyjno$¢ przeprowadzonych badan oraz ich wysoka warto$é

merytoryczng rekomenduj¢ wyrdznienie ocenianej pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. Krzysztof Anusz






